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摘要 :目的 探讨 miR-181c 在 癌 相 关 成 纤维 细胞 (CAFs ) 糖 酵 解 中 的 作用 和 机 制 。 方 法 用 组 织 贴 壁 法 分 离 原 代 肺 腺 癌 病 人 肺 组 
2H CAF 及 肺 正常 成 纤维 细胞 (NFs)。 用 Lipofectamine™ 2000 £z Zt miR-181c mimics, miR-181c inhibitor, siRNA-HK2 和 
HK2-vecto 等 ;Q-PCR 检 测 miR-181 家 族 表达 水 平 ;Western blotting 检 测 己 糖 激酶 2(HK2) 蛋白 表达 ;2-NBDG 法 检测 细胞 葡萄 


糖 摄 取 率 ; DRY-CHEM FCD3500 仪 器 检测 细胞 上 清 中 乳酸 生成 ; 双 严 光 素 酶 报告 基因 系统 检测 HK2 mRNA 表达 。 结 果 在 细 
胞 形态 上 CAFs 与 NFs 无 明显 区 别 。 与 NFs 组 相 比 ,CAFs 组 葡萄 糖 摄 取 、` 乳 酸 生成 和 HK2 和 蛋白 表达 明显 增加 ,而 miR-181 家族 
表达 明显 减少 (P<0.05)。 在 NEFs 转 染 inhibitor18lc 后 ,其 HK2 备 白 表 达 葡萄糖 摄取 和 乳酸 生成 明显 增加 CP<0.05) ; 相反 ， 


CAFs 转 染 了 mimics-181c 后 ,其 HK2 和 蛋白 表达 葡萄糖 摄取 和 乳酸 生成 明显 减少 (P<0.05)。 并 且 在 散 低 HK2 细 胞 的 CAFs 中 ， 


mimics-18lc 不 能 减少 葡萄 糖 摄取 和 乳酸 生成 ;而 mimics-181c 可 以 减少 过 表达 HK2 对 NFs 葡萄 糖 
用 。 结 论 mir-181c 可 以 通过 抑制 HK2 的 蛋白 表达 来 抑制 CAFs 的 糖 酵 解 。 
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Abstract: Objective To investigate the role of miR-181c in glycolysis of cancer-associated fibroblasts (CAFs) and explore the 
mechanism. Methods Human lung CAFs and normal fibroblasts (NFs), isolated from fresh human lung adenocarcinoma tissue 
specimens by primary culture of tissue explants, were transfected with a miR -181c mimics, a miR-181c inhibitor, a siRNA 
siRNA-HK or the vector HK2-vector via Lipofectamine"" 2000. Quantitative real-time PCR was used to analyze the changes in 
miR-125b expression in the transfected cells; hexokinase-2 (HK2) protein expression in the cells was detected using Western 
blotting, and the cellular glucose uptake was assessed with 2-NBDG. Lactate production in the cells was examined and 
expression of HK2 mRNA was detected with dual luciferase reporter gene assay. Results No obvious difference was found in 
the cell morphology between CAFs and NFs. Compared with the NFs, the CAFs showed obviously increased glucose uptake, 
lactate production and HK2 protein expression with decreased expressions of the miR-181 family (P«0.05). Transfection with 
the miR-181 inhibito- rsignificantly increased glucose uptake, lactate production and HK2 protein expression in the NFs. In 
CAFs, transfection with the miR-181 mimics caused significantly lowered glucose uptake, lactate production and HK2 protein 
expression of. Knockdown of endogenous HK2 by siRNA abolished miR-181 mimics-mediated decrease of glucose uptake and 
lactate production in CAFs, while transfection with miR-181 mimics suppressed HK2 overexpression-induced enhancement of 
glucose uptake and lactate production in NFs. Conclusion Transfection with miR-181 mimics can suppress glycolysis in CAFs 
by inhibiting HK2 expression. 

Key words: cancer-associated fibroblasts; mir-181c; hexokinase-2; glycolysis. 


癌 相 关 成 纤维 细胞 (CAFs) 是 构成 肿瘤 微 环 境 中 的 
的 主要 部 分 ,可 以 分 泌 多 种 细胞 因子 促进 与 肿瘤 细胞 生 
长 侵 窗 等 ”。 近 期 的 研究 表明 ,CAFs 具 有 独特 的 代谢 
方式 , 即 CAFs 通 过 糖 酵 解 方式 将 葡萄糖 园 化 为 乳酸 , 供 
给 其 周围 的 肿瘤 细胞 ;而 肿瘤 细胞 则 直接 用 乳酸 进行 三 
羧 酸 循环 (TCA) ,并 且 高 乳酸 的 酸性 环境 也 促进 肿瘤 细 
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JL 28^". miRNA 是 一 类 大 小 为 20~25 个 核 苷 酸 
的 非 编 码 小 RNA ,参与 调节 细胞 多 种 生理 病理 过 程 ”。 
miR-181 家 族 包 括 同 源 的 miR-181a、 miR-181b, 
miR-181c fll miR-181d 等 ,人 研究 表明 其 在 细胞 的 增殖 、 
肿瘤 的 侵袭 等 方面 具有 抑制 作用 “。 那 么 miR-181 家 族 
在 细胞 糖 醉 解 中 的 作用 尚 不 可 知 ,因此 本 实验 将 在 原 代 
CAFs 上 探讨 miR-181 家 族 在 糖 酵 解 中 的 作用 和 机 制 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 
细胞 培养 基 DMEM 及 血清 (Life, 美 国 ),HK2 一 抗 
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(Abcam, 美国 ) , B-actin 一 抗 (中 杉 金 桥 生 物 公 司 , 北 
京 ) , Lipofectamine"" 2000(Life, 美 国 ) , PrimeScript^" 
RT Master Mix (Taraka, 日 本 ),SYBR GREEN(Roche， 
美国 ) ,乳酸 检测 试剂 盒 (Biovision ,美国 )。 
1.2 细胞 培养 

参考 本 等 "方法 分 离 培 养 成 纤维 细胞 。 获 取 手 术 新 
鲜 癌 旁 及 距离 瘤 组 织 $ cm 外 肺 组 织 标本 , 含 1% 双 抗 的 
PBS 灌 洗 肺 组 织 , 用 组 织 剪 将 肺 组 织 剪 成 1 mmx1 mmx 
1 mm 碎 组 织 ,均匀 铺 在 培养 瓶 底部 ,倒置 培养 瓶 ,加 入 
3 mL 含 10% FBS 的 培养 基 , 置 于 细胞 培养 箱 中 培养 12 h 
后 轻柔 翻转 培养 瓶 , 继 续 培 养 。10 d 后 显微镜 下 观察 并 
拍照 。 
1.3 Mimics-miRNA inhibitor-miRNA siRNA 和 vector 
转 染 成 纤维 细胞 

Mimics-miRNA , inhibitor-miRNA , siRNA 和 vector 
由 广州 锐 博 生物 公司 合成 , 转 染 过 程 参 考 Lipofec- 
taminer 2000 说 明 进 行 。 
1.4 Western blot 检 测 HK2 4& & 

收集 细胞 ,加 入 细胞 裂解 液 匀 浆 ,裂解 30 min 后 
15 000 r/min,4 % ,离心 15 min, 收 集 细胞 上 清 , 检 测 浓 
度 。10% 胶 电泳 转 膜 后 ,5% 脱 脂 奶 粉 封 闭 2 h,HK2 一 
抗 1:1000,4 % 摇 床 过 夜 , 孵 二 抗 ,显影 。 
1.5 葡 欧 糖 摄取 检测 

根据 Fischer 等 "的 报道 ,根据 细胞 对 [HjJ-2DG 摄 取 
量 来 反映 其 对 葡萄糖 的 摄取 率 。 无 血清 条 件 下 培养 24 h 
后 换 为 低糖 DMEM 培 养 液 ,同时 加 入 37 kKBqmLLH]2DG 
继续 培养 24 h。 消 化 细胞 后 留 小 部 分 细胞 计数 ,其 他 用 
0.5 mol/L 氧 氧 化 钠 裂 解 细胞 15. min 后 ,加 入 同体 积 
0.5 moyL 盐酸 中 和 。 用 酶 标 仪 检 测 细 胞 裂解 液 的 dpm 
值 。( 心 肌 细 胞 总 放射 活性 -非特 异性 结合 的 放射 活性 )/ 
24 h/ 细 胞 数 即 得 出 心肌 细胞 [ 了]j-2DG 摄 取 量 。 
1.6 细胞 培养 基 中 乳酸 检测 

12 孔 板 细胞 PBS 洗 1 次 ,更 换 无 酚 红 培养 基 培 养 
20h 后 ,收集 上 清 后 按 乳酸 检测 试剂 盒 说 明 书 检测 ， 
DRY-CHEM FDC3500 分 析 仪 检测 乳酸 含量 ;同时 , 消 
化 细胞 作 细 胞 计数 。 最 终结 果 为 每 10' 细 胞 产生 乳酸 量 。 
1.7 Q-PCR 检 测 miR-181 家 族 

参考 Nohata 等 ”的 方法 ,运用 Applied Biosystems 
公司 miR-181 家 族 检测 试剂 盒 (TaqMan MicroRNA 
Assays; Assay ID:000480,001098,000482,001099) 检 
测 miR-181 家 族 表 达 水 平 。 
1.8 双 荧 光 素 酶 报告 基因 检测 

参考 Hidaka 等 "的 方法 ,在 24 孔 板 中 加 入 PLB 裂 
解 液 100 LL, 常 温 下 裂解 30 min 后 收集 于 一 干净 的 EP 
管 中 。 将 样品 加 入 白色 96 孔 板 中 ,加 入 Luciferase 
Assay Buffer II 后 酶 标 仪 检 测 效 光 值 Lucl, 再 加 入 
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Stop & Glo? Buffer 检测 效 光 值 Luc2。LucLULuc2 BH 
为 检测 值 。 
1.9 统计 方法 

应 用 SPSS 13.0 统 计 学 软件 ,采用 One-way ANOVA 
方差 分 析 法 ,首先 利用 Levene 方 法 进行 方差 齐 性 检验 ， 
确定 方差 齐 性 日 整体 比较 组 间 差 异 有 统计 学 意义 后 进 一 
步 作 多 重 比较 ,多 重 比较 采用 LSD 法 。 以 Px0.05 为 差异 
有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 糖 酵 解 和 miR-181 家 族 在 CAFs( 癌 相关 成 纤维 细 
胞 ) 中 的 情况 

分 离 原 代 成 纤维 细胞 ,10 d 后 镜 下 观察 细胞 形态 ， 
NFs 和 CAFs 都 成 长 梭 形 ,两 者 在 镜 下 无 明显 不 同 ( 网 
1A)。 进 一 步 检测 糖 摄取 和 细胞 培养 基 中 乳酸 水 平 , 结 
果 可 见 CAFs 组 糖 摄取 和 乳酸 产生 都 较 NFs 组 明显 增 
加 (图 1B、C)。miR-181 家 族 表达 水 平 ,CAFs 组 较 NFs 
组 明显 减少 (图 1D), 其 中 miR-181c 减 少 较为 明显 。 由 
此 可 见 ,CAFs 中 糖 酵 解 明显 增加 ,可 能 与 miR-181c 减 
少 有 关 。 
2.2 miR-181 抑制 成 纤维 细胞 糖 酵 解 

在 糖 酵 解 增多 的 CAFs 中 miR-181 家 族 表达 水 平 
明显 减少 ,为 进一步 明确 两 者 之 间 的 关系 ,我 们 通过 转 
染 miR-181 家族 的 小 片段 mimics 或 抑制 片段 inhibitor 
到 细胞 中 。 结 果 显 示 , 在 NFs 细 胞 中 转 染 miR-181 家 族 
的 inhibitor, 其 葡萄 糖 摄取 和 培养 基 中 乳酸 水 平 明 显 增 
加 (图 2A.B) ; 另 一 方面 ,CAFs 转 染 miR-181 家 族 的 
mimics 后 ,其 葡萄 糖 摄取 和 培养 基 中 乳酸 水 平 明显 减少 
(图 2CD)。 由 此 可 以 挫 则 ,miR-181 家 族 参 与 成 纤维 细胞 
糖 醇 解 途径 的 调控 ,其 中 以 miR-181c 的 作用 较为 明显 。 
2.3 miR-181c 鞠 向 HK2 mRNA 下 调 HK2 和 蛋白 表达 

通过 生物 信息 学 网 站 (http://www.microrna.org) 及 
相关 文献 预测 miR-181c 调 控 的 与 糖 代谢 相关 的 革 向 基 
o 已 糖 激酶 2(hexokinase-2,HK2) 是 催化 已 糖 使 之 磷 
酸化 的 酶 , 它 是 糖 醇 解 途径 的 第 1 个 酶 ,也 是 糖 酵 解 途 
径 的 限 速 酶 。 我 们 对 比 了 NFs 和 CAFs 细胞 匀 浆 中 
HK2 的 表达 ,发 现 CAFs 中 HK2 的 表达 较 NFs 明 显 增加 
(图 3)。 在 高 表达 miR-181c 的 NFs P ££ Y% inhibitor- 
181c 后 ,HK2 的 表达 明显 增加 ;相反 ,在 低 表 达 miR- 
181c 的 CAFs £23 mimics-181c 后 ,HK2 表达 明显 降 
低 。 为 进一步 明确 miR-181c 的 靶 点 ,我 们 通过 信息 学 
分 析 预 测 miR-181c 在 HK2 mRNA 靶 点 并 将 其 进行 突 
变 。 欧 光 素 酶 报告 基因 系统 检测 结果 显示 ,miR-181c 
可 以 减少 野生 型 (WT) 质 粒 奖 光 素 酶 的 奖 光 ,对 突变 型 
(MUT) 没 有 影响 。 以 上 结果 显示 ,miR-181c 可 以 鞭 疝 
HK2 mRNA 下调 HK2 和 蛋白 表达 。 
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图 1 CAFs 中 糖 酵 解 水 平和 miR-181 家 族 表达 的 情况 


Fig.1 Glycolysis level and expression of miR-181 family in CAFs. A: NFs and CAFs under inverted microscope (Original magnification: 


x200); B: Glucose uptake assessed by 2-NBDG; C: Lactate levels in the culture media determined with lactate Assay Kits (normalized 
with cell number); D: Q-PCR for analyzing expressions of mir-181 family. *P«0.05 vs NFs group. 
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图 2 miR-181 对 成 纤维 细胞 糖 酝 解 的 影响 
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Fig2 Effects of miR-181 family on glycolysis of fibroblasts.Glucose uptake was assessed by 2-NBDG in NFs (A) 
and CAFs (C); the lactate levels in the culture media were determined in NFs (B) and CAFs (D). *P«0.05 negative 


control (NC) group. 


24 miR-181c 通 过 抑制 HK2 的 表达 促进 细胞 糖 酵 解 
虽然 HK2 可 以 促进 糖 酵 解 ,并 且 miR-181c 有 抑制 
HK2 蛋白 表达 的 作用 ,但 是 mic-181c 是 否 通 过 抑制 
HK2 来 抑制 细胞 糖 酵 解 ,还 需 进 一 步 验证 。 通 过 siRNA 
TOR , ERR HK2 的 CAFs 细 胞 中 (图 4A) 转 染 mimics- 
181c, 结 果 显 示 敲 低 HK2 后 ,CAFs 细胞 葡萄 糖 摄 取 和 
细胞 培养 基 中 乳酸 水 平 明显 减少 (图 4B、C) ,但 是 
mimics-181c 不 能 进一步 减少 CAFs 细 胞 葡萄 糖 摄 取 和 
细胞 培养 基 中 乳酸 水 平 (图 4B、C)。 田 一 方面 ,我 们 在 
低 表 达 HK2 的 NFs 中 过 表达 HK2( 图 D), 其 葡萄 糖 摄取 
和 细胞 培养 基 中 乳酸 水 平 明显 增加 (图 4E F) ,进一步 
转 染 mimics-181c 后 ,过 表达 的 HK2 减少 (图 D) ,同时 
和 葡萄糖 摄 取 和 细胞 培养 基 中 乳酸 水 平 明 显 也 较 过 表达 
HK2 组 明显 减少 (图 4E、F)。 由 此 可 见 ,miR-181c 是 通 
过 抑制 HK2 的 表达 来 抑制 细胞 糖 酵 解 。 


3 讨论 

CAFs 是 癌 组 织 周 围 呈 激活 状态 的 成 纤维 细胞 “2 。 
较 之 正常 的 成 纤维 细胞 (NFs) , CAFs 的 代谢 方式 也 有 具 
有 独特 性 。 有 研究 2 表明 CAFs 与 痛 细 胞 的 代谢 斐 联 方 
式 比 较 符 合 于 “ 反 瓦 伯 格 效应 ”, 主要 表现 为 : CAFS 的 
线粒体 功能 严重 受 损 ,迫使 CAFs 使 用 糖 醇 解 的 方式 
进行 代谢 ,大 量 产生 的 乳酸 盐 被 癌 细 胞 摄取 和 利用 ， 
为 癌 细 胞 的 生长 提供 能 量 。 男 外 CAFs 产 生 的 孚 酸 盐 
还 能 刺激 癌 细 胞 的 线粒体 ,使 其 氧化 磷酸 化 反应 增强 。 
并 且 , 糖 酵 解 产 生 的 乳酸 排出 到 胞 外 形成 酸性 环境 ,有 利 
于 肿瘤 细胞 对 周围 组 织 的 侵袭 “二 。 我 们 的 结果 也 显 
IR ,在原 代 CAFs 的 糖 摄取 和 培 "m 中 乳酸 水 平 较 NFs 
明显 增加 。 

MicroRNA 是 细胞 内 重要 生理 调控 机 制 之 一 。 越 
来 越 多 的 研究 表明 , microRNA 细胞 的 糖 代谢 调节 , 特 
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Fig.3 Effect of miR-181c on expression of HK2 protein by targeting HK2 mRNA. A: Expression of HK2 protein determined by 
Western blotting in NFs and CAFs (*P«0.05); B: Expression of HK2 protein in NFs transfected with inhibitor-181c and mimcs-181 
(*P«0.05 vs NC group); C: Wild type (WT) and mutation (MUT) of sequences in the 3'UTR of HK2 targeted by miR-181c. The 
boxed sequences are complementary to the seed sequence of miR-181c; D: Luciferase reporter gene activity in CAFs (*P«0.05 vs 
NC group). 
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图 4 miR-181c 抑 制 HK2 的 表达 对 进 细 胞 糖 酵 解 的 影响 

Fig.4 miR-181c suppressed glycolysis through down-regulation of HK2. Western blot was used to determine the expression of HK2 in 
CAFs transfected with siRNA (A) and in NFs transfected with vector-HK2 and mimics-181c (D); Glucose uptake was assessed by 2-NBDG 
in CAFs (B) and NFs (E); the lactate levels in culture media were determined in CAFs (C) and NFs (F). *P«0.05 negative control (NC) 


group. 
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别 的 糖 酵 解 发 挥 重 要 作用 "“””。 在 分 离 的 原 代 CAFs 
中 ,有 抑制 肿瘤 作用 的 miR-181 家 族 表 达 水 平 明显 下 
降 。 我 们 进一步 在 CAFs 中 转 染 miR-181 家 族 的 
mimics, 发 现 CAFs 的 糖 酵 解 受到 明显 抑制 ;相反 ,在 
NFs 细 胞 中 转 染 miR-181 家 族 的 inhibitor, 能 够 增加 其 的 
糖 酵 解 水 平 。 由 此 可 见 ,miR-181 家 族 参与 了 CAFs 的 糖 
酵 解 调控 。 

为 了 明确 miR-181 家 族 调 控 糖 酵 解 的 机 制 ,通过 生 
物 信息 学 分 析 , 发 现 miR-181 家 族 中 抑制 糖 酵 解 效果 较 
好 的 miR-181c 可 以 革 向 糖 酵 解 限 速 酶 HK2( 己 糖 激酶 
2,hexokinase-2)mRNA 的 3UTR。 在 CAFs 细胞 中 增 
加 miR-181c 表 达 后 ,HK2 蛋白 表达 水 平 明显 减少 。 通 
过 荧光 素 酶 报告 基因 系统 进一步 检测 ,发 现 miR-181c 
靶 疝 的 mRNA 位 点 发 生 突变 后 ,miR-181c 对 其 没有 明 
显 的 抑制 作用 。 我 们 可 以 推测 ,miR-181c 可 以 车 向 HK2 
mRNA 的 3'UTR, 抑 制 其 蛋白 翻译 。 那 么 ,miR-181c 是 
否 通过 抑制 HK2 的 蛋白 水 平 来 减少 糖 酵 解 的 。 敲 低 
CAFs 细胞 HK2 和 曙 白 水 平 后 ,再 转 染 mimics-18lc 后 ， 
miR-181c 无 明显 的 抑制 糖 醇 解 作用 ; 男 一 方面 ， 
miR-181c 却 可 以 抑制 NFs 过 表达 HK2 后 糖 醇 解 增 加 ， 
同时 减少 HK2 的 和 蛋白 水 平 。 因 此 ,我 们 推测 miR-181 
家 族 是 通过 抑制 HK2 的 蛋白 水 平 来 减少 糖 酵 解 。 

综 上 所 述 ,miR-181c 有 明显 的 抑制 CAFs 糖 酵 解 作 
用 ,其 机 制 可 能 是 通过 抑制 糖 酵 解 限 速 酶 HK2 和 蛋白 的 
翻译 ,这 为 临床 治疗 肿瘤 提供 了 一 个 新 的 思路 。 
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